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論文内容の要旨
【目的】癌に対する遺伝子治療は，新しい有望な治療法として成績が集積されてきている。遺伝子治療の
臨床応用の際に問題となるのが遺伝子の導入法.ベクターの安全性であり，ウイルス・ベクターの安全性
は議論の的である。そこで勝杭癌を対象とした遺伝子治療を想定し， 4通りの非ウイルス・ベクターによ
る勝股粘膜への10VIVO遺伝子導入法を検討した。
【万法】1. リ;f，フェクション:DOTMA (Syntex)とDOPE(シグマ)との1:14混合物から生成(100μg/m
1)し. DNA(20μεIml) と 1:1で、インキュベート後，正常ラットおよび~BBN誘発勝脱瞳場マウスに対して
それぞれ0.2ml，0.05mlを腸脱内注入した。
2. HVJ リポソーム法:センダイ・ウイルス(HVJ)の細胞膜融合能を利用したHVJリポソームを金田
らの方法(JBiol Chem 264 : 12126， 1989)により作成し.正常ラットおよびBBN処置マウスそれぞれ
0.2mlC5-10μgDNA) ， 0.05ml(2μgDNA)を臆枕内注入した。
3.遺伝子銃:高圧窒素ガスを利用したパーテイクル・ガン(マッハ・インパクタ-KPG-10，関西ペ
イント社製〉を用いて， DNA 1μgをコートした直径0.5または1.0μmの金粒子1.0mgをウサギ勝目光粘膜
に打ち込んだ。
4.電気穿孔法:ウサギ勝脱粘膜下にDNAを100μg注入した後，その両側に5・7mm幅で、平行に刺入し
た針電極閣で0.15-0.2A，50msecのパルス電流を 1秒間隔で 8回発生させたCElectroSquare Porator 
T820およびOptimizor500， BTX lnc.)。
マーカ遺伝子としてはpSV・β-gal(Promega)を用い，遺伝千導入後48時間で摘出した勝目光の凍結切片
をx-gal染色してβ-galの発現を組織学的に検討したD また，発現量の定量ではpCAT(Promcga)を用い，
CAT活性を測定した。
【結果】リポフェクションではーー部の上皮表層でのみs-galの発現が認められた。lIVJ-リボソームでは
広範囲の表層上皮でβ-galの強い発現が認められ.CATの発現は 5日目がピークであった。遺伝子銃で
は様的とした部位に斑状ではあるが，上度の全層や深層でβ-galの強い発現が認められた。電気穿孔法ーで
は，電極聞の主として粘膜下の間質細胞等で発現が多く認められた。
【考察】 HVJリボソームは上皮内癌タイプの勝脱癌に対して非常に肯利な発現様式を有しており，例え
ば自殺遺伝子等を導入することにより有効な治療子段となる可能性が考えられる。後半の2つの方法は.
術前や術中にサイトカイン遺伝子等を導入することにより新しいアジュパント療法になりうると考えられ
る。
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論文審査の結果の要旨
癌{こ対する遺伝子治療は，新しい有望な治療法として成績が集積されてきている。遺伝子治療の臨床応
用の際に問題となるのが遺伝子の導入法，ベクターの安全性である。そこで跨脱痛を対象とした遺伝子治
療を想定し， 4通りの非ウイルス・ベクターによる跨耽粘膜へのmVIVO遺伝子導入法を検討した。
【方法】 1. リポ 7..1:.クション;河(1-(2，3・diolcyloxy)propy l} ・N，N ，N-trìm~thy lammonium 
chlorideとdioleoy1 phos phalidy lethanolamincとの1:1混合物から生成(100μg/ml)し， DNAC20μg/mO 
と1:1でインギュベート後，正常ラットおよびN・n・Butyl-N-butan-r・01-nitrosamine CBBN)誘発勝脱腫
療マウスに対してそれぞれO.2ml，0.05mlを腸腕内注入した。 2. hcmagglutinating virus of Japan 
(HV，J)リボソーム法:センダイ・ウイルスCHVJ)の細胞膜融合能を利用したHVJリボソームを金田らの
方法により作成し，正常ラットおよび~BBN処置マウスそれぞれO.2ml(5-10μgDNA) ， O.05ml(2μgD~A) 
を勝脱内注入した。 3.遺伝子銃:高圧窒素ガスを利用したパーテイクル・ガンを用いて，DNAl/lgを
コートした直径0.5または1.0μmの金粒下1.0mgをウサギ勝股粘膜に打ち込んだ。 4. 電気穿孔法:ウサ
ギ勝脱粘膜下にDNAを100μ8‘注入した後，その両側に5・7mm幅で、半行に刺入した針電極聞で0.15・O.2A，
50msccのパルス電流を 1秒間隔で8凶発生させた。
マーカ遺伝子としてはβ-εalactosidase ( s・gal)を用い，遺伝子導入後48時間で摘出した腸脱の凍結切
片を5・bromo・4-chloI'0-3・indolyl・β-D-galactopyranosideCx-gal)染色してβ-galの発現を組織学的に
検討した。また，発現量の定量ではchloramphenicolacety 1-transf erase( CA T)を用い， CATi活性を測
定した。
【結果】リポフェクションでは一部の上皮表層でのみβ-galの発現が認められた。
HVJ・リボソームでは広範囲の表層上皮でβ-galの強い発現が認められ， CATの発現は5日目がピークで
あった。遺伝子銃では標的とした部位に斑状ではあるが，上皮の全層や深層でβぢalの強い発現が認めら
れた。電気穿干し法では，電極聞の主として粘膜下の間質細胞等で発現が多く認められた。
【考察】 HVJリポソームは上皮内癌タイプの勝脱癌に対して非常に有利な発現様式を有しており，例
えば自殺遺伝子等を導入することにより有効な治療手段となる可能性が考えられる。後半の2つの方法は，
術前や術中にサイトカイン遺伝子等を導入することにより新しいアジュパント療法になりうると考えられ
た。
本研究は，非ウイルス・ベクターによる勝脱での遺伝子発現を確認し，勝脱腫療に対する遺伝子治療の
臨床応用の可能性に寄与をなすものと考えられた。従って，本研究者は博士(医学)の学位を授与される
に値するものと判定した。
-~7r ・
